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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung besteht in Nucleotidsequenzen von vier Genen (folE, folP t folB undfolK) aus 
^ Coryne bacterium glutamicum fur die Fblsaurebiosynthese und ihr Einsatz zur mikrobiellen Herstellung von Folsaure. 
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Gene aus Corynebacterlum glut ami cum fur die FolsSurebiosynthese 
und ihx Einsatz zur mikrobiellen Herstellung von Folsaure 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung befaSt sich mit dem Herstellungsverf ah- 
ren fur Folsaure durch Fermentation mit Hilfe eines gentechnisch 
veranderten Organisrnus. Diese Erfindung besteht aus den Nucleo- 
10 tidsequenzen von vier Genen (folE, folP, folB und folK) aus Cory- 
nehacterium glutamicum fur die Folsaurebiosyn these und deren Ein- 
satz zur mikrobiellen Herstellung von Folsaure. Diese vier Gene 
bilden ein Operon und werden in der folgenden Reihenfolge trans- 
kribiert: folE, folP, folB, folK, 

15 

Folsaure ist essentiell fur tierische Organismen. Ihr Derivat 
Tetrahydrof olat ist in Zellen des tierischen Organisrnus ein sehr 
vielseitiger Carrier von aktivierten Einkohlenstof f einheiten. 
Folsaure besteht aus drei Gruppen: einem substituierten Pteridin- 
20 ring, p-Aminobenzoat und Glutamat . Sauger konnen einen Pteridin- 
ring nicht synthetisieren. Sie nehmen Folsaure mit der Nahrung 
und von Mikroorganismen in ihr em Darmtrakt auf . Folsauremangel 
fuhrt hauptsachlich zu Lasionen in den Schleimhauten. 

25 Die koraraerzielle Bedeutung der Folsaure liegt im Futtermittel- 
und Lebensmittelmarkt . Folsaure wird hauptsachlich als Nahrungs- 
mittelzusatz eingesetzt. 

Mikroorganismen kBnnen zur f ermentativen Herstellung von Folsaure 
30 eingesetzt werden. Man kann sie durch gentechnische Veranderung 
des Biosynthesewegs der Folsaure in ihrer Folsaurebiosyntheselei- 
stung optimieren. Gentechnische Veranderung bedeutet in diesem 
Zusaminenhang, die Anzahl der Kopien und/oder die Trans kript ions - 
geschwindigkeit der Gene des Biosynthesewegs fiir die Folsaure zu 
35 erh6hen. Als Folge davon steigt der Anteil an Genprodukt und da- 
mi t auch die intrazelluiare Enzymaktivitat . Erhohte Enzym- 
aktivitat fUhrt zu einer vermehrten Umwandlungsgeschwindigkeit 
der Nahrung (z.B. Glucose) zu Folsaure und dairiit auch zu einer 
erhohten Produktkonzentration . Zur gentechnischen VerSnderung 
40 mtlssen die Nucleotidsequenzen der Gene des Fols&urebiosynthese- 
vegs identif iziert werden. Diese Erfindung befa£t sich mit vier 
neuen Gensequenzen fur die Folsaurebiosynthese aus CojryneJbacte- 
rium glutamicum und mit ihr em Einsatz zur mikrobiellen Herstel- 
lung von Folsaure. 
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Ein Teil der Erfindung besteht im f olF-Genprodukt . SEQ ID NR. 2 
beschreibt eine Polypeptidsequenz . Das f olE-Genprodukt kodiert 
ein Polypeptid aus 202 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 
22029 Da. Die vorliegende Erfindung befaSt sich auch mit funktio- 
5 nellen Derivaten dieses Polypeptids, die man erhalten kann, wenn 
man in der SEQ ID NR. 2 durch Deletion, Insertion oder Substitu- 
tion oder durch eine Kombination von Deletion, Insertion und Sub- 
stitution eine oder mehrere Aminosauren, vorzugsweise bis zu 25% 
der Aminosauren ersetzt, am besten bis zu 15% der Aminosauren. 

10 Mit dem Ausdruck funktionelles Derivat ist gemeint, daS die enzy- 
matische Aktivitat des Derivats noch in der gleichen GroSenord- 
nung liegt wie die des Polypeptids mit der Sequenz SEQ ID NR. 2. 
Ein weiterer Teil der Erfindung besteht in dem f"o_Z F-Genprodukt . 
SEQ ID NR. 4 beschreibt eine Polypeptids equenz . Das folF-Genpro- 

15 dukt kodiert ein Polypeptid aus 285 Aminosauren mit einem Moleku- 
largewicht von 29520 Da. Die vorliegende Erfindung befaSt sich 
auch mit f unktionellen Derivaten dieses Polypeptids, die man er- 
halten kann, wenn man in der SEQ ID NR. 4 durch Deletion, Inser- 
tion oder Substitution oder durch eine Kombination von Deletion, 

20 Insertion und Substitution eine oder mehrere Aminosauren, 

vorzugsweise bis zu 40% der Aminosauren ersetzt, am besten bis zu 
25% der Aminosauren. Mit dem Ausdruck funktionelles Derivat ist 
gemeint, dafi die enzymatische Aktivitat des Derivats noch in der 
gleichen Gro&enordnung liegt wie die des Polypeptids mit der Se- 

25 quenz SEQ ID NR. 4. 

Ein weiterer Teil der Erfindung besteht in dem fol B-Genpr odukt . 
SEQ ID NR. 6 beschreibt eine Polypeptidsequenz . Das fo2B-Genpro- 
dukt kodiert ein Polypeptid aus 131 Aminosauren mit einem Moleku- 

30 largewicht von 14020 Da. Die vorliegende Erfindung befafit sich 
auch mit f unktionellen Derivaten dieses Polypeptids, die man er- 
halten kann, wenn man in der SEQ ID NR. 6 durch Deletion, Inser- 
tion oder Substitution oder durch eine Kombination von Deletion, 
Insertion und Substitution eine oder mehrere Aminosauren, 

35 vorzugsweise bis zu 3 0% der Aminosauren ersetzt, am besten bis zu 
20% der Aminosauren. Mit dem Ausdruck funktionelles Derivat ist 
gemeint, daS die enzymatische Aktivitat des Derivats noch in der 
gleichen Gr5&enordnung liegt wie die des Polypeptids mit der Se- 
quenz SEQ ID NR. 6. 

40 

Ein weiterer Teil der Erfindung besteht in dem foliC-Genprodukt . 
SEQ ID NR. 8 beschreibt eine Polyp ept ids equenz . Das fol K-Genpro- 
dukt kodiert ein Polypeptid aus 160 Aminosauren mit einem Moleku- 
largewicht von 18043 Da. Die vorliegende Erfindung befaSt sich 
45 auch mit f unktionellen Derivaten dieses Polypeptids, die man er- 
halten kann, wenn man in der SEQ ID NR. 8 durch Deletion, Inser- 
tion oder Substitution oder durch eine Kombination von Deletion, 
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Insertion und Substitution eine oder mehrere Aminosa\uren, 
vorzugsweise bis zu 40% der AminosSuren ersetzt, am besten bis zu 
30% der Aminosauren. Mit dem Ausdruck funktionelles Derivat ist 
gemeint, dafi die enzymatische Aktivita\t des Derivats noch in der 
5 gleichen Gr6£enordnung liegt wie die des Polypeptids mit der Se- 
guenz SEQ ID NR. 8. 

Ein weiterer Teil der Erfindung besteht in den Polynucleotidse- 
quenzen, die die oben beschriebenen Polypeptide kodieren. Die Po- 
10 lynucleotidsequenzen lassen sich ausgehend von Sequenzen, die man 
aus Corynebacterium glutamicum isoliert (d.h. SEQ ID NR. 1, 3, 5 
und 7) , erzeugen, in dem man diese Sequenzen durch ortsgerichtete 
Mutagenese modifiziert oder nach Ruckubersetzung des entsprechen- 
den Polypeptids mit dem genetischen Code eine chemische Total- 
is synthese ausftihrt. 

Diese Po lynucleotidsequenzen lassen sich vorzugsweise einsetzen 
zur Transformation von Wirtsorganismen, und hierbei vorzugsweise 
von Mikroorganismen, und zwar in Form von Genkonstrukten, die zu- 
20 mindest eine Kopie eines dieser Polynucleotide zusammen mit min- 
destens einer regulatorischen Sequenz enthalten. Regulatorische 
Sequenzen beinhalten Promotoren, Terminator en, Verst&rker und ri- 
bosomale Bindungsstellen. 

25 Bevorzugte Wirtsorganismen fur die Transformation mit diesen Gen- 
konstrukten sind Corynebacterium- und Bacillus-Art en . Auch jeden 
beliebigen eukaryontischen Mikroorganismus kann man einsetzen, 
vorzugsweise Hefestamme der Gattung Ashbya, Candida, Pichia, Sac- 
charomyces und Hansenula, 

30 

Ein weiterer Teil der Erfindung besteht in dem Verfahren zur Her- 
stellung von FolsSure durch Kultivierung eines Wirtsorganismus , 
der in der oben beschriebenen Art transf ormiert ist, und in der 
nachf olgenden Isolierung der Folsaure. 

35 

Die Verfahren und die Vorgehensweisen zur Kultivierung von Mikro- 
organismen und zur Isolierung von Folsaure aus einer mikrobiellen 
Produktion sind dem geschulten Personal gelaufig. 

40 In den f olgenden Be i spiel en wird die Erfindung genauer beschrie- 
ben, ebenso ihre Anwendung zur gentechnischen Veranderung von Mi- 
kroorganismen zur Steigerung der Syntheseleistung von Folsaure. 



45 
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Beispiel 1 

Darstellung einer Genombibliothek aus CoxyneJbacter\ium glutamicum 
ATCC 13032 

5 

DNA aus dem Genom von Corynebacterium glutamlcum ATCC 13032 last 
sich nach Standaxdmethoden gewinnen, die bereits beschrieben 
sind, z. B. von J. Altenbuchner und J. Cullum (1984, Mol . Gen. 
Genet. 195:134-138). Die Genombibliothek last sich nach Standard- 

10 vorschriften (z.B.: Sambrook, J. et al . (1989) Molecular cloning: 
a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press) mit je- 
dem beliebigen Klonierungsvektor herstellen, z.B. pBluescript II 
KS- (Stratagene) oder ZAP Express™ (Stratagene) . Dabei kann man 
jede beliebige Fragment grofie benutzen, vorzugsweise Sau3AI-Frag- 

15 mente mit einer Lange von 2-9 kb, die sich in Klonierungsvektoren 
mit verdautem BamHI einbinden lassen. 

Beispiel 2 

20 Analyse der Nucle ins Sure sequenz der Genombibliothek 

Einzelne E. coli-Klone kann man aus der im Beispiel 1 dargestell- 
ten Genombibliothek auswahlen. E. coli-Zellen werden nach Stan- 
dardvorf ahren in geeigneten Medien kultiviert (z.B. LB ergfinzt 
25 mit 100 mg/1 Ampicillin) , danach ia£t sich die Plasmid-DNA iso- 
lieren. Klont man Genomf ragmen te aus der DNA von Corynebacterlum 
glutamicum in pBluescript II KS- (siehe Beispiel 1), la£t sich 
die DNA mit Hilfe der Oligonucleotide 5 ' -AATTAACCCTCACTAAAGGG-3 ' 
und 5 ' -GTAATACGACTCACTATAGGGC-3 ' sequenz ieren . 

30 

Beispiel 3 

Computer analyse der Seguenzen der isolierten Nukleinsauren 

3 5 Die Nucleotidsequenzen lassen sich z.B. mit Hilfe des BLASTX-A1- 
gorithmus (Altschul et al . (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410) an- 
einanderf ugen . Auf diesem Weg kann man neuartige Sequenzen ent- 
decken und die Funktion dieser neuartigen Gene aufklaxen. 

40 Beispiel 4 

Identif izierung eines E. coli-Klons, der eine Nucleotidsequenz 
des Gens fur die GTP-Cyclohydrolase I (EC 3.5.4.16) enth&lt 
Bei der Analyse der E. coli-Klone, wie sie im Beispiel 2 be- 
45 schrieben wuxde, an die sich die im Beispiel 3 beschriebene 

Analyse der dabei erhaltenen Sequenzen anschlo&, ergab sich eine 
Sequenz, wie sie mit SEQ ID NR. 1 beschrieben ist. Bei der Anwen- 
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dung des BLASTX-Algorithmus (siehe Beispiel 3) ergab diese Se- 
quenz Ahnlichkeit mit GTP-Cyclohydrolasen I {FolE; EC 3.5.4.16) 
aus verschiedenen Organismen. Die grofite Ahnlichkeit war mit der 
GTP-Cyclohydrolase-I (FolE) aus Mycobacterium tuberculosis (NRDB 
5 006273; 72% Obereinstiramung auf der Stufe der Amino ScUir en) . 

Beispiel 5 

Identif izierung eines E. coIi-Klons, der eine Nucleotidsequenz 
10 des Gens fur die Dihydr op ter oat -Synthase (EC 2.5.1.15) enthSlt 

Bei der Analyse der E. coIi-Klone, wie sie im Beispiel 2 be- 
schxieben wurde, an die sich die im Beispiel 3 beschriebene 
Analyse der dabei erhaltenen Sequenzen anschloS, ergab sich eine 

15 Sequenz , wie sie mit SEQ ID NR. 3 beschrieben ist. Bei der Anwen- 
dung des BLASTX-Algorithmus (siehe Beispiel 3) ergab diese Se- 
quenz Ahnlichkeit mit Dihydropteroat-Synthasen (FolP; EC 
2.5.1.15) aus verschiedenen Organismen. Die grofite Ahnlichkeit 
war mit der Dihydropteroat-Synthase (FolP) aus Mycobacterium tu- 

20 berculosis (NRDB 006274; 53% Ubereinstimmung auf der Stufe der 
Aminosauren) . 

Beispiel 6 

25 Identif izierung eines E. coIi-Klons, der eine Nucleotidsequenz 
des Gens ftlr die Dihydroneopterin-Aldolase (EC 4.1.2.25) enthSlt 

Bei der Analyse der E. coli-Klone, wie sie im Beispiel 2 be- 
schrieben wurde, an die sich die im Beispiel 3 beschriebene 

30 Analyse der dabei erhaltenen Sequenzen anschloiS, ergab sich eine 
Sequenz, wie sie mit SEQ ID NR. 5 beschrieben ist. Bei der Anwen- 
dung des BLASTX-Algorithmus {siehe Beispiel 3) ergab diese Se- 
quenz Ahnlichkeit mit Dihydroneopterin-Aldolasen (FolB; EC 
4.1.2.25) aus verschiedenen Organismen. Die groSte Ahnlichkeit 

35 war mit der Dihydroneopterin-Aldolase (FolB) aus Mycobacterium 
tuberculosis (NRDB 006275; 61% tibereinstimmung auf der Stufe der 
Aminosauren) . 

Beispiel 7 

40 

Identif izierung eines E. coli-Klons, der eine Nucleotidsequenz 
des Gens fur die 2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteri- 
din-pyrophosphokinase (EC 2.7.6.3) en t hell t 

45 Bei der Analyse der E. coli-Klone, wie sie im Beispiel 2 be- 
schrieben wurde, an die sich die im Beispiel 3 beschriebene. 
Analyse der dabei erhaltenen Sequenzen anschlofi, ergab sich eine 
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Sequenz, wie sie mit SEQ ID NR. 7 beschrieben ist. Bei der Anwen- 
dung des BLASTX-Algorithmus <siehe Beispiel 3) ergab diese Se- 
quenz Ahnlichkeit mit 2 -Amino-4 -hydroxy- 6 -hydr oxyme thyldihydr op- 
teridin-pyrophosphokinasen (FolK; EC 2.7.6.3) aus verschiedenen 
5 Organismen. Die gr66te Ahnlichkeit war mit der 

2-Ainino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridin-pyrophosphoki- 
nase (FolK) aus Mycobacterium leprae (EMBL AL023093; 43% Oberein- 
stiramung auf der Stuf e der Aminos clur en) . 



10 Beispiel 8 



Einsatz der Gene fiir die GTP-Cyclohydrolase I, fiir die Dihydrop- 
teroat-Synthase, fiir die Dihydroneopterin-Aldolase und fur die 
2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridin-pyrophosphoki- 
15 nase aus CoryneJbacterium glutamicum zur Herstellung von Fols&ure 

Die Gene fiir die GTP-Cyclohydrolase I , fiir die Dihydropteroat- 
Synthase, fiir die Dihydroneopterin-Aldolase und fiir die 
2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridin-pyrophosphoki- 

20 nase aus Corynebacterium o*2utamicum lassen sich mit Hilfe geei- 
gneter Klonierungs- und Express ions systeme in Corynebacterium 
grlutamicum oder in jeden beliebigen anderen Mikroorganismus ein- 
bringen. Man kann gentechnisch veranderte Mikroorganismen her- 
stellen, die sich vom Wildtyp-Organismus hinsichtlich der 

25 Aktivit&t oder der Anzahl der Genkopien unterscheiden. Diese neu- 
artigen, gentechnisch verSnderten StSmme lassen sich zur Herstel- 
lung von Folsaure einsetzen. 

Sequenz liste 

30 

(I) Allgemeine Angaben 
(1) Anmelder: 



35 



40 



45 



(A) Name: 

(B) Stra&e: 

(C) Stadt: 

(D) Land: 

(E) Postleitzahl 

(F) Telephon: 

(G) Telefax: 
(2) Titel: 



BASF-LYNX Bioscience AG 

Xm Neuenheimer Feld 515 

Heidelberg 

Deutschland 

69120 

06221/4546 
06221/454770 

Gene aus Corynebacterium 
glutamicum fiir die Biosynthese 
der Fols&ure und ihr Einsatz zur 
mikrobiellen Herstellung von Fol 
s&ure 
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(3) Anzahl der Sequenzen: 8 
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SEQ ID NR. 1: DNA (folE) 

5 ATGAAGGAGACAACCGTGGATAACCACGCTGCAGTTCGCGAGTTCGATGAGGAGCGCGCAACAGC 
TGCGATTCGTGAGTTGCTCATCGCTGTGGGTGAGGATCCAGATCGCGAAGGCCTGTTGGAAACCC 
CAGCTCGAGTGGCTAGGGCGTACAAGGAAACTTTCGCGGGTCTGCATGAGGATCCCACCACTGTG 
CTGGAGAAGACGTTCTCTGAGGGCCATGAAGAGTTGGTTCTGGTTCGTGAGATCCCGATTTACTC 
CATGTCTGAGCACCACTTGGTGCCGTTCTTTC 
10 CCGGCAAGGTGACTGGCCTGTCCAAGCTGGCGCGTTTAGCGGATATGTTTGCTAAGCGACCTCAG 
GTTCAGGAGCGCTTGACCTCCCAAATTGCGGATGCTCTCGTCGAAAAGCTTGATGCCCAGGCCGT 
GGCCGTGGTGATTGAAGCTGAGCACCTGTGCATGGCCATGCGCGGAATCCGTAAGCCTGGTGCTG 
TGACCACGACGTCTGCGGTGCGCGGCGGTTTTAAGAACAACGCTGCCTCCCGCGCTGAGGTGTTC 
TCCCTGATTCGGGGGCACTAA 

15 

SEQ ID NR. 2: Aroinosaure (FolE) 

MKETTVDNHAAVREFDEERATAAIRELLIAVGEDPDREGLLETPARVAR^ 

LEKTFSEGHEELVLVREIPIYSMCEHHLVPFFGVAHIGYIPGKSGKVTGLSKIjARLiADMFAKRP^ 
2 0 VQERLTSQ IADALVEKLDAQAVAWIEAEHLCMAMRGIRKPGAVTTTSAVRGGFK^ 
SLIRGH 

SEQ ID NR. 3: DNA {folP) 

2 5 ATGAACGTATCCTCTTTGACCATCCCGGGACGCTGTTTGGTC ATGGGAATTGTC AATGTC ACTGA 
GGATTC CTTTTC GGACGGTGGC AAGTAC ATTGAC GTTGATC AGGCGATCGCGCATGC CAAGGAAT 
TGGTGGCTGCTGGCGCCGACATGATTGATGTCGGCGGCGAGTCCACCCGGCCTGGGGCAGTGCGC 
GTCGACGCGTCCGTGGAACGGGACCGGGTTGTGCCGGTCATTAAGGCGCTTCACGACGCCGGCAT 
CCACACTTCCGTAGACACCATGCGGGCCTCCGTGGCGCAGGCTGCCGCGGGCGCTGGCGTCTCCA 

3 0 TGATC AACGACGTCTCTGGCGGTTTGGCTGATCCTGAGATGTTTTCTGTC ATGGCGGAAGCGCAA 
ATTCCCGTGTGTTTGATCCACTGGCGCACCCTCCAATTCGGTGATGCCGCAGGTCAGGCAGATCA 
C GGTGGAGACGTTGTAGCCGATGTGC ACGCAGTGCTTGATGATCTTGTCGC CCGCGCC AC C GCTG 
CTGGTGTGGCCGAAAACCAGATCGTGCTTGATCCAGGTTTGGGTTTTGCCAAATCACGTGAAGAC 
AACTGGCGTTtGCTGCAAGCACTGCCCGAGTTTATTTCTGGACCTTTCCCCATCCTGGTGGGAGC 

35 ATCCCGGAAGCGATTCCTGGCTGGCGTGCGCAAAGACCGTGGCCTAGATGTCACCCCCATTGATG 
CCGACCCAGCAACCGCAGCGGTGACCGCAGTGTCTGCACATATGGGAGCATGGGGTGTGCGCGTG 
CACGATCTCCCAGTATCAAGGGACGCTGTTGATGTTC 
CCATGGCTGA 

40 SEQ ID NR. 4: Aminos&ure (FolP) 

mnvssltipgrclvmgiviwtedsfsdggct^ 

vd a sverdrwp v i kalhd ag i h t svdtmra svaq aaag agv s mxndvs gg lad pemf svmaeaq 
ipvclmhwrtlqfgdaagqadhggdwadvha^ 
45 nwrllqalpefisgpfpilvgasrxrfiagvrkdrg 
hdvpvsrdavdvt^alwrsggthhg 



WO 01/00845 

SEQ ID NR. 5: DMA (folB) 



8 



PCT/EP00/05864 



ATGGCTGATCGTATTGAACTTAAAGGCCT 

AAAAGAGCAAGGCCAGCCCTTGATTGTGGATGTCACCTGCTGGATC 
5 CCAGCGATGACCTTTCCGACACCGTAGATTACGGCGCGTTGGCATO 

GAAGGC CCATC CAGGGATTTGATCGAGACGGTGGCCACGGAATCTGCGGATGCTGTGATGGCTAA 
ATTTGATGCGCTTCATGCGGTGGAAGTAACCATCCATAAGCCCAAAGCACCGATCCCACGTACTT 
TTGCTGACGTC GC GGTGGTTGCCCGACGTTC C AGGAAATC C ATGGCTGCTGGAAGGAGCAACGCC 
TAA 

10 

SEQ ID NR. 6: Aminos aure (FolB) 

MADRI E LKGLECFGHHGVFDFEKEQGQ PF XVDVTCWMDFDAAGASDDL SDTVDYGALALL VAE IV 
EGPSRDL IETVATE SADAVMAKFDALHAVEVT I HKPKAP I PRTFADVAWARRSRKSMAAGRSNA 

15 

SEQ ID NR. 7: DNA (folK) 

ATGCATGCAGTTTTGTCCATCGGTTCCAACATGGATGATCGCTACGCGCTGCTCAACACAGTGAT 
CGAGGAATTCAAAGATGAGATCGTGGCGCAGTCTGCGATCTACTCAACCCCACCGTGGGGCATTG 

2 0 AGGATC AGGATGAATTCCTC AACGCAGTGCTCGTTGTTGAGGTTGAAGAAACCCCC ATCGAGTTG 
CTGCGCCGTgGCCAAAAACTCGAAGAAGCCGCCGAGCGGGTCCGCGTCCGCAAATGGGGGCCACG 
CACCCTCGATGTCGATATCGTGCAGATCATTAAAGATGGGGAAGAGATCCTTTCTGAGGATCCCG 
AACTGACCTTGCCACACCCTTGGGCTTGGCAGCGTGCCTTCGTGTTGATCCCTTGGTTGGAAGCA 
GAACCTGATGC CGTCCTGC ACGGC AC GAC C ATTGC AGAAC ATGTGGATAATCTTGATCCCACAGA 

25 CATTGAAGGTGTCACCAAGATTTAA 

SEQ ID NR. 8: Aminosaure (FolK) 

MHAVLSIGSNMDDRYALLNTVIEEFKDErVAQSAIYSTPPWGIEDQDEFLN 
30 LRRGQKX EEAAERVRVRKWGPRTLDVD I VQ 1 1 KDGEEIL S EDPELTLFH PWAWQRAFVL I PWLEA 
E PDAVLHGTTI AEHVDNLDPTD IEGVTKI 
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Patentanspruche 

1. Ein Polypeptid mit GTP-Cyclohydrolase-I-Aktivitat , das aus 
5 folgender Gruppe ausgewahlt ist: 

(a) ein Polypeptid mit der Aminos aures eguenz , die in der 
SEQ ID NR. 2 beschrieben ist 

10 (b) ein Polypeptid das im Vergleich zu deiti in (a) durch Dele- 

tion, Insertion oder Substitution einer oder mehrerer 
Aminosauren verandert ist . 

2. Ein Polypeptid mit Dihydropteroat-Synthaseaktivitat , das aus 
15 folgender Gruppe ausgewahlt ist: 

(a) ein Polypeptid mit der Aminos aures equenz , die in der 
SEQ ID NR. 4 beschrieben ist; 

20 (b) ein Polypeptid das im Vergleich zu dem in (a) durch Dele- 

tion, Insertion oder Substitution einer oder mehrerer 
AminosSuren verandert ist . 

3. Ein Polypeptid mit Dihydroneopterin-Aldolaseaktivitat , das 
25 aus folgender Gruppe ausgewahlt ist: 

(a) ein Polypeptid mit der Aminos Sure s equenz , die in der 
SEQ ID NR. 6 beschrieben ist 

30 (b) ein Polypeptid, das im Vergleich zu dem in (a) durch 

Deletion, Insertion oder Substitution einer oder mehrerer 
Aminosauren verandert ist. 

4. Ein Polypeptid mit 2 -Amino -4 -hydroxy -6 -hydroxyme thy Idihy drop - 
35 teridin-pyrophosphokinaseaktivitat, das aus der folgenden 

Gruppe ausgewahlt ist: 

(a) ein Polypeptid mit der Aminosaures equenz , die in der 
SEQ ID NR. 8 beschrieben ist 



40 



(b) ein Polypeptid, das im Vergleich zu (a) durch Deletion, 
Insertion oder Substitution einer oder mehrerer Amino- 
sauren verandert ist . 



45 



WO 01/00845 PCT/EP00/05864 

10 

5. Ein Polynucleotide das ein dem Anspruch 1, 2, 3 oder 4 ent- 
sprechendes Polypeptid kodiert. 

6 . Ein Genkonstrukt mit mindestens einer Kopie eines dem An- 
5 spruch 5 entsprechenden Polynucleotids zusammen mit minde- 

stens einer regulatorischen Sequenz. 

7. Ein Wirtsorganismus , der mit einem dem Anspruch 6 entspre- 
chenden Genkonstrukt trans formiert ist. 

10 

8 . Verf ahren zur Herstellung von Folsaure durch Kultivieren 

eines dem Anspruch 7 entsprechenden Wirtsorganismus mit nach- 
folgender Isolierung der FolsSure. 

15 
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